



















Analysis of intracellular thermosensitive processes 
and thermal properties of single cells studied by 
























2011 年 12 月  
 
  
Tr a n s i e n t  r e c e p t o r  p o t e n t i a l  ( T R P )  c h an n e l に 代 表 さ れ る 温 度 感 受 性 蛋 白 質 や 、
( s a r c o / en d o ) p l a s mi c  r e t i cu l u m C a 2 + - AT P a s e な ど の 熱 産 生 蛋 白 質 の 特 定 に よ り 、単 一
細 胞 と い う 生 命 シ ス テ ム が ど の よ う に 温 度 変 化 を 感 じ 、 順 応 し 、 有 効 活 用 し て い
る か の 理 解 が 深 ま り つ つ あ る 。こ れ ら の 分 子 ダ イ ナ ミ ク ス を よ り 理 解 す る た め に 、
細 胞 ・ 細 胞 小 器 官 内 の 局 所 的 な 温 度 変 化 を と ら え る こ と を 目 指 し た 、 蛍 光 温 度 測
定 法 の 開 発 が 生 物 物 理 学 の 分 野 を 中 心 に 進 め ら れ て い る 。 こ れ ま で に 、 レ ー ザ ー
照 射 や 磁 性 粒 子 な ど に よ っ て 細 胞 内 に 生 じ さ せ た 人 工 的 な 温 度 変 化 だ け で な く 、
薬 剤 刺 激 に よ っ て 誘 発 さ れ た 細 胞 内 熱 産 生 に 伴 う 温 度 変 化 の 検 出 も 報 告 さ れ て い
る 。 一 方 で 、 生 き た 細 胞 は 温 度 変 化 に 応 答 し 、 細 胞 内 C a 2 +濃 度 や p H を 変 化 さ せ
る 。 細 胞 内 の 化 学 反 応 に 伴 う 局 所 的 な 温 度 変 化 が 、 そ の 細 胞 自 身 や 周 囲 の 生 体 系
の 活 性 を 調 節 し て い る と い う 「 熱 化 学 シ グ ナ リ ン グ 」 の 視 点 は 、 細 胞 が 内 外 の 局
所 的 な 温 度 変 化 を ど の よ う に 有 効 活 用 し て い る か を 理 解 す る 上 で 、 必 要 で あ る 。  
本 論 文 は 、 単 一 細 胞 レ ベ ル の 顕 微 解 析 か ら 、 生 命 シ ス テ ム と 温 度 変 化 と の 関 係
を 明 ら か に す る こ と を 目 的 と し た 一 連 の 研 究 を ま と め た も の で あ る 。 顕 微 鏡 下 で
の 蛍 光 観 察 を 用 い た 局 所 温 度 測 定 法 と 、 赤 外 光 レ ー ザ ー を 用 い た 熱 パ ル ス 刺 激 法
を 組 み 合 わ せ 、 単 一 細 胞 に 応 用 し 、 温 度 に 関 わ る 細 胞 機 能 の 評 価 系 を 構 築 し た 。
こ の 実 験 系 の 詳 細 と 、 そ こ で 明 ら か に さ れ た 細 胞 の 温 度 感 受 性 、 熱 物 性 に つ い て
ま と め る 。  
第 １ 章 で は 、 本 研 究 の 背 景 と 目 的 、 本 論 文 の 概 要 を 述 べ る 。  
第 ２ 章 で は 、 本 研 究 に 用 い た 細 胞 の 扱 い 方 、 顕 微 鏡 系 等 に つ い て 述 べ る 。  
第 ３ 章 で は 、 細 胞 内 温 度 測 定 ・ 熱 パ ル ス 法 の 構 築 と そ の 応 用 に つ い て 、 一 連 の
結 果 を 述 べ る 。 蛍 光 分 子 一 般 に み ら れ る 熱 消 光 効 果 （ 温 度 上 昇 に 伴 う 蛍 光 強 度 の
減 少 ）を 用 い る 温 度 測 定 法 は 、μm オ ー ダ ー の 局 所 温 度 測 定 に 使 わ れ て き た 。一 方
我 々 は 、3 0 °C 付 近 に お い て 数 ° C の 温 度 上 昇 で 蛍 光 強 度 が 約 1 0 倍 に な る 蛍 光 高 分
子 P o l y ( D B D - A E - c o - N N PA M - c o - N I PA M ) ( 0 . 1 / 2 5 / 7 5 )を 、H e L a 細 胞 内 温 度 測 定 に 応 用
し た 。 蛍 光 高 分 子 は マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 を 用 い て H e L a 細 胞 内 に 導 入 し
た 。 細 胞 外 溶 液 の 温 度 を 変 化 さ せ る と 、 細 胞 内 で の 蛍 光 高 分 子 の 蛍 光 強 度 が 変 化
し た 。 こ れ は 、 蛍 光 強 度 変 化 か ら 細 胞 内 の 温 度 変 化 を 測 定 す る こ と が で き る こ と
を 意 味 す る 。 ミ ク ロ ヒ ー タ ー（ ア ル ミ ニ ウ ム 粉 末 凝 集 体 に 1 0 6 4  n m の 赤 外 レ ー ザ
ー を 集 光 し 、 局 所 的 な 温 度 勾 配 を 発 生 さ せ る 装 置 ） を 用 い て 、 細 胞 に 幅 が 数 1 0 0
ミ リ 秒 ～ 数 秒 の 熱 パ ル ス を 与 え た 際 の 、 細 胞 内 温 度 変 化 イ メ ー ジ ン グ を 行 っ た 。
熱 パ ル ス を 与 え た 際 の 細 胞 の 応 答 を 明 ら か に す る た め に 、細 胞 内 C a 2 +濃 度 変 化 を
蛍 光 C a 2 +指 示 薬 ( f l u o - 4 )を 用 い て 蛍 光 観 察 し た 。 そ の 結 果 、 1 )  細 胞 内 C a 2 +濃 度 が
加 熱 中 に 減 少 し 、2 )  冷 却 直 後 に 上 昇 し た 。一 度 上 昇 し た C a 2 +濃 度 は 、そ の 後 自 発
的 な C a 2 +振 動 を 起 こ し た 。こ れ は ヒ ス タ ミ ン 刺 激 な ど で 見 ら れ る 生 理 的 な 現 象 と
類 似 の も の で あ る 。ま た 数 秒 以 上 の 温 度 上 昇 を 与 え た 場 合 は 、加 熱 中 か ら C a 2 +濃
度 が 上 昇 し た 。そ し て 、熱 源 に 近 い 細 胞 ほ ど C a 2 +濃 度 変 化 は 大 き か っ た 。連 続 し
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た 熱 パ ル ス は 、 そ の 周 期 に 合 わ せ た H e L a 細 胞 内 C a 2 +振 動 を 生 成 し た 。 C a 2 +濃 度
変 化 は 、自 発 的 な C a 2 +振 動 と 、熱 パ ル ス に よ る C a 2 +振 動 の 組 み 合 わ さ っ た も の に
な っ た 。 こ う し て 、 単 一 細 胞 レ ベ ル で の 温 度 感 受 性 を 調 べ る 実 験 系 を 構 築 す る と
と も に 、 熱 パ ル ス で C a 2 +濃 度 を 変 動 さ せ る 熱 刺 激 装 置 を 開 発 し た 。  
第 ４ 章 で は 、 熱 パ ル ス に よ る 単 一 心 筋 細 胞 の 収 縮 反 応 に つ い て 、 一 連 の 結 果 を
述 べ る 。 心 筋 細 胞 ・ 心 臓 の 光 学 制 御 は 、 非 接 触 な 収 縮 刺 激 系 と し て 研 究 が 進 め ら
れ て い る 。 第 ３ 章 で 、 赤 外 光 に よ る H e L a 細 胞 内 C a 2 +濃 度 制 御 法 を 構 築 し た 。 そ
こ で 、 心 筋 細 胞 に 熱 パ ル ス を 与 え る こ と で 、 C a 2 +濃 度 上 昇 と そ れ に 伴 う 収 縮 反 応
が 見 ら れ る と 推 測 し た 。 成 体 ラ ッ ト か ら 採 取 し た 心 室 筋 細 胞 に 、 1 4 5 5  n m の 赤 外
レ ー ザ ー に よ る 熱 パ ル ス を 与 え た 。 細 胞 外 溶 液 に 集 光 し た レ ー ザ ー 光 は 水 に 直 接
吸 収 さ れ 、 集 光 点 か ら の 局 所 的 な 温 度 勾 配 を 発 生 さ せ た 。 そ の 結 果 、 心 筋 細 胞 は
温 度 上 昇 時 に 収 縮 し 、 レ ー ザ ー 照 射 を 止 め る と 弛 緩 し た 。 2 . 5  H z の 連 続 的 な 熱 パ
ル ス は 、周 期 的 な 収 縮 と 弛 緩 を 引 き 起 こ し た 。生 体 内 温 度 に 近 い 温 度（ 3 6 ° C）で
は 、 約 3 ° C の 温 度 上 昇 に 対 し て 半 数 以 上 の 細 胞 が 収 縮 し た 。 室 温 （ 2 5 ° C） で は 、
半 数 以 上 の 細 胞 が 収 縮 す る た め に は 約 1 0 ° C の 温 度 上 昇 が 必 要 で あ っ た 。 こ れ ら
の 結 果 は 、 生 体 の 温 度 に 近 づ く に つ れ 、 心 筋 細 胞 は 温 度 変 化 に 敏 感 に な る こ と を
意 味 す る 。 電 気 刺 激 に よ る 収 縮 反 応 時 に は 、 f l u o - 4 を 用 い た 蛍 光 観 察 か ら 、 細 胞
内 C a 2 +濃 度 上 昇 が 見 ら れ た 。 そ れ に 対 し 、 加 熱 収 縮 時 の 細 胞 内 C a 2 +濃 度 上 昇 は 、
蛍 光 観 察 か ら は 確 認 さ れ な か っ た 。そ こ で 、除 膜 し た 心 筋 細 胞 を C a 2 + - f r e e の 溶 液
中 に て 熱 パ ル ス を 与 え た と こ ろ 、 収 縮 反 応 が み ら れ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 熱 パ ル
ス に よ る 収 縮 機 構 は 、 C a 2 +シ グ ナ ル を 介 さ な い 点 に お い て 、 電 気 刺 激 に よ る 収 縮
機 構 と は 異 な る こ と を 意 味 す る 。 こ う し て 、 収 縮 装 置 、 熱 産 生 装 置 と し て 知 ら れ
る 筋 肉 の 、 温 度 感 受 性 と い う 新 し い 一 面 を 見 出 し た 。  
第 ５ 章 で は 、 ナ ノ 温 度 計 を 用 い た 細 胞 小 器 官 内 の 温 度 測 定 に つ い て 、 一 連 の 結
果 を 述 べ る 。 第 ３ ， ４ 章 で 見 ら れ た よ う に 、 細 胞 は 温 度 変 化 に 対 し て 様 々 な 形 で
応 答 す る 。 こ の 応 答 は 、 蛍 光 温 度 計 に よ る 温 度 測 定 を 妨 げ る 場 合 が あ る 。 な ぜ な
ら ば 、p H や イ オ ン 強 度 な ど の 環 境 変 化 に よ っ て 、蛍 光 温 度 計 の 蛍 光 強 度 が 変 化 す
る こ と が あ る か ら で あ る 。そ こ で 、蛍 光 色 素 を 高 分 子 ネ ッ ト ワ ー ク で 覆 う こ と で 、
温 度 変 化 だ け に 蛍 光 強 度 が 応 答 す る ナ ノ 粒 子 の 開 発 を 試 み た 。 E u r o p i u m  ( I I I )  
t h e n o y l t r i f l u o r o a c e t o n a t e  t r i h y d r a t e  ( E u - T TA )  を P o l y ( me t h y l  me t h a c r y l a t e )  ( P M M A )
に 内 封 し 、少 な く と も p H  4～ 1 0、お よ び K C l  0～ 5 0 0  m M の 範 囲 で 蛍 光 強 度 が 一 定
の ナ ノ 粒 子（ 粒 径 約 2 1 0  n m）を 作 成 し た 。一 方 2 0 ° C か ら 6 0 ° C の 範 囲 の 温 度 変 化
に 対 し て 蛍 光 強 度 は 線 形 に 変 化 し 、 1 ° C の 温 度 上 昇 に 対 し て 、 蛍 光 強 度 は 2 . 2％
（ 2 5 ° C 基 準 ） 減 少 し た 。 ミ ク ロ ヒ ー タ ー に よ る 温 度 変 化 に 対 し て 、 少 な く と も
1 7 ミ リ 秒 以 内 に 、 蛍 光 強 度 は ほ ぼ 一 定 値 に 達 し た 。 毎 秒 約 3 1 フ レ ー ム で 撮 像 し
た 蛍 光 画 像 か ら 計 算 さ れ る 、 1 秒 間 ご と の 空 間 ・ 温 度 分 解 能 は そ れ ぞ れ 5 . 3  n m、




細 胞 内 の 酸 性 小 胞（ エ ン ド ソ ー ム・リ ソ ソ ー ム ）に 包 ま れ て い る こ と を 確 認 し た 。
こ の 小 胞 は 方 向 性 を 持 っ た 動 き を 示 し た が 、 細 胞 骨 格 の 重 合 阻 害 実 験 か ら 、 微 小
管 上 を 輸 送 さ れ て い る こ と を 明 ら か に し た 。 輸 送 さ れ て い る ナ ノ 温 度 計 に 対 し て
熱 パ ル ス を 与 え た 際 の 、 小 胞 内 の 温 度 変 化 と 輸 送 速 度 変 化 を 同 時 に 観 察 し た 。 温
度 上 昇 に 伴 っ て 輸 送 速 度 は 上 昇 し た 。こ う し て 、「 細 胞 内 を 歩 く ナ ノ 温 度 計 」と し
て の 細 胞 内 温 度 測 定 法 を 構 築 し た 。  
第 6 章 で は 、単 一 細 胞 内 熱 伝 導 の イ メ ー ジ ン グ に つ い て 、一 連 の 結 果 を 述 べ る 。
細 胞 内 の 温 度 変 化 を 論 じ る う え で 、 マ ク ロ な 系 （ 細 胞 集 団 ・ 臓 器 レ ベ ル ） で の 熱
伝 導 解 析 か ら 得 ら れ た 熱 物 性 値 が 参 考 に な る 。 細 胞 は 様 々 な 形 状 ・ 性 質 の 構 造 物
集 合 体 で あ る 。 フ ィ ラ メ ン ト 構 造 の ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト ・ 微 小 管 、 脂 質 膜 で 構
成 さ れ る 小 胞 体 ・ ミ ト コ ン ド リ ア ・ 細 胞 膜 ・ 核 膜 な ど 、 物 質 の 輸 送 ・ 分 画 を 担 う
構 造 物 が 熱 の 移 動 を 加 速 ・ 遮 断 し て い る か も し れ な い 。 こ れ ら の 熱 伝 導 物 質 の 熱
物 性 を 知 り 、 そ の 新 た な 役 割 を 明 ら か に す る た め に も 、 単 一 細 胞 で の 熱 伝 導 解 析
が 必 要 と 考 え た 。 そ こ で 局 所 熱 パ ル ス 法 と 細 胞 内 温 度 測 定 法 を 組 み 合 わ せ 、 単 一
細 胞 内 の 熱 伝 導 を 高 速 カ メ ラ で と ら え 、 熱 伝 導 速 度 に 影 響 す る 熱 拡 散 率 を 測 定 す
る こ と を 試 み た 。 数 値 計 算 か ら 、 半 径 数 μm の 球 体 熱 源 が 瞬 時 に 温 度 変 化 を し た
場 合 の 、 周 り に 形 成 さ れ る 温 度 変 化 を 求 め た 。 そ の 結 果 、 水 と グ リ セ ロ ー ル 、 ガ
ラ ス 程 度 の 熱 拡 散 率 の 違 い が あ る 場 合 、 2 0 0 0  H z で 温 度 変 化 を 測 定 す れ ば 、 単 一
細 胞 ス ケ ー ル（ 数 十 μm の ス ケ ー ル ）で の 熱 拡 散 率 測 定 を 行 え る こ と が わ か っ た 。
そ こ で H e L a 細 胞 内 に 、Te t r a m e t h y l r h o d a mi n e - d e x t r a n  ( T M R - d e x t r an )  を マ イ ク ロ イ
ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 で 導 入 し 、単 一 細 胞 内 の 温 度 変 化（ T M R の 蛍 光 強 度 変 化 ）を 毎
秒 2 0 0 0 フ レ ー ム で 撮 像 し た 。ミ ク ロ ヒ ー タ ー に よ る 熱 パ ル ス を 与 え た 際 の 、温 度
上 昇 速 度 を 解 析 し た 結 果 、 デ ィ ッ シ ュ 上 の 細 胞 内 温 度 上 昇 は 、 水 や グ リ セ ロ ー ル
に く ら べ て 速 か っ た 。 こ れ は 細 胞 内 の 熱 拡 散 率 が 、 水 や グ リ セ ロ ー ル の 値 よ り 高
い こ と を 意 味 す る 。 温 度 感 受 性 シ ー ト （ E u - T TA と P M M A か ら 構 成 さ れ る 薄 膜 ）
を 用 い て 、 基 盤 の 温 度 上 昇 速 度 を 解 析 し た 結 果 、 水 ・ 基 盤 よ り 細 胞 の 温 度 上 昇 速
度 が 速 か っ た 。 基 盤 の 熱 伝 導 が 細 胞 内 の 熱 伝 導 に 影 響 す る 実 験 系 で は あ っ た が 、
そ れ で も 細 胞 内 の 熱 伝 導 は 、 水 や 基 盤 と い う 周 り の 環 境 よ り 速 い こ と を 明 ら か に
し た 。 こ の 速 い 熱 伝 導 を 形 成 す る 因 子 ・ 要 因 を 特 定 す る に は 至 ら な か っ た が 、 単
一 細 胞 ス ケ ー ル で の 熱 伝 導 解 析 を 行 う 手 法 を 確 立 し た 。  
第 ７ 章 で は 、 本 論 文 の 結 果 を ま と め 、 本 研 究 の 今 後 の 展 望 を 述 べ る 。 本 論 文 で
の 研 究 を 通 し て 、 単 一 細 胞 を 対 象 と し た 温 度 測 定 法 ・ 熱 刺 激 法 を 組 み 合 わ せ 、 細
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